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摘要 : 该 文 建立 了 高 效 肝 组 织 及 细胞 总 RNA 抽 提 、 反 转录 以 进行 基因 克隆 和 实时 定量 PCR (q-RT-PCR) 的 
方法 。 比 较 了 2 种 反 转 录 酶 (M-MLV 和 SuperScriptID)、 2 种 cDNA 合 dT 和 random 6 Prin 总 RNA 
反 转 录 效 率 的 影响 ， 与 4 种 DNA 聚合 酶 〈Taq 聚合 酶 、Pfu 聚合 酶 、LA taq 聚合 酶 、Prime Star 聚合 酶 ) 进行 长 
片段 基因 克隆 的 能 力 及 效率 ; 同时 ， 该 研究 比较 了 不 同 质量 总 RNA 对 有 效 进行 q-RT-PCR 与 长 片段 分 子 克隆 的 
影响 。 新 建立 的 RNA 提取 方法 使 得 RNA 完整 性 和 均一 性 提高 。RNA 的 完整 性 及 均一 性 对 长 片段 cDNA 的 克隆 
至 关 重 要 。 部 分 降解 的 组 织 RNA 及 细胞 RNA 仅 适 合 于 q-RT-PCR 检测 mRNA 的 表达 水 平 ， 而 不 适合 于 cDNA 
的 克隆 。 
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Improvement of Methods for Total RNA Extraction from 
Hepatocarcinoma Tissues and Cell Lines and Comparison of Reverse 
Transcription and cDNA Cloning Strategies 


YI Bin™, CHANG Hong™”, CAO Yi 


(1. Key Laboratory of Animal Models and Human Diseases Mechanisms, Kunming Institute of Zoology, the Chinese 
Academy of Sciences, Kunming Yunnan 650223, China; 2. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: In this report, we have developed efficient methods for total RNA extraction from hepatocarcinoma 
tissues and cell lines, reverse transcription, cDNA cloning and quantitive real-time PCR (gq-RT-PCR). We compared the 
effect of two reverse transcriptase (M-MLV, SuperScriptID on the efficiency of total RNA reverse transcription and four 
DNA polymerase (Taq polymerase, Pfu polymerase, LA taq polymerase, Prime Star polymerase) in cloning large 
fragment of cDNA. The impact of different RNA integrity on q-RI-PCR and large fragment of cDNA cloning had also 
been investigated in this study. The newly developed RNA extraction method greatly improved the integrity of total RNA. 
We found that the integrity of total RNA is vital to large fragment cDNA cloning. RNA degraded at some extent is only 
suitable for q-RT-PCR analysis but not for cDNA cloning. 


Key words: Hepatocarcinoma tissues and cell lines; Total RNA extraction; Reverse transcription; q-RI-PCR; 
Cloning of large fragment cDNA 
































































































































肝脏 疾病 《肝炎 肝 硬 人 化， 肝癌) 在 我 国 已 十 分 肝 细 胞 癌 的 发 生 、 发 展 是 多 因素 引起 以 及 多 步骤 的 
普遍 。 肝 细胞 癌 (hepatocellular carcinoma，HCC ) 复杂 过 程 。 寻 找 肝 细胞 癌 发 生 、 发 展 的 相关 基因 将 
是 我 国 常见 的 恶性 肿瘤 ， 其 死亡 率 位 居 第 二 。 中 国 为 了 解 肝 细胞 癌 的 分 子 遗 传 学 机 制 和 肝 细 胞 癌 的 
每 年 新 增 肝 瘤 患 者 达 50 万 ， 中 国 每 年 约 有 20 万 人 诊断、 治疗 提供 理论 基础 (Qi et al, 2008)。 
死 于 肝癌 (Jackson et al 2003; Herath et al 2006) 。 在 实际 研究 中 , 抽 提 肝 组 织 和 细胞 总 RNA， 逆 
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转 为 cDNA 而 进行 基因 表达 分 析 和 基因 克隆 研究 是 
第 用 的 实验 方法 ， 采 用 一 套 高 效 稳定 的 RNA 抽 提 
方法 、 基 因 表 达 分 析 及 克隆 体系 对 基因 的 研究 至 关 
重要 。 目 前 ， 影 响 q-RT-PCR 和 长 片段 基因 克隆 的 
因素 主要 有 RNA 完整 性 和 均一 性 、 反 转录 酶 、 
cDNA 合成 引物 及 DNA 聚合 酶 的 效率 等 ,由 于 RNA 
酶 广泛 存在 且 不 易 灭 活 ， 在 实际 研究 中 经 常 很 难 做 
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(BioTeke Corp., Beijing, China)、M-MLV 反 转录 酶 
(Promega)、 Superscript II (Qiagen)、Jumpstart taq 
酶 (Sigma)、Taq 眼 合 梅 (TaKaRa )、Pfu 案 合 酶 

(Promega)、LA taq 聚 合 酶 (TaKaRa)、Prime Star 
聚合 酶 (TaKaRa) 等 。 

(3) 引物 序列 ”6 碱 基 随机 引物 和 oligo-dT 购 
买 于 上 海 生 工 ， 其 他 引物 均 由 上 海 生 工 合成 。 












































到 顺利 获得 高 质量 的 RNA (Li et al, 2002; Yan et al, 
2004)。 获 得 高 质量 的 RNA 用 于 基因 表达 及 基因 克 
隆 是 实验 中 经 常 遇 到 的 问题 。 

采用 优化 的 反 转 录 体 系 〈 反 转录 酶 、cDNA 合 
成 引物 ) 和 较 强 的 DNA 酶 聚合 能 力 ， 以 及 高 保 真 度 
对 q-RT-PCR 和 长 片段 基因 克隆 实验 体系 的 建立 具 
有 非常 重要 的 作用 。 在 实际 研究 中 经 常 遇 到 GC 含 量 

























































































1.2 方 法 
1.2.1 总 RNA 的 提取 

传统 一 步 法 : 使 用 一 次 性 的 RNase-free 枪 尖 ， 或 
于 0.1% DEPC 水 浸泡 过 夜 并 用 高 压 蒸汽 灭 菌 的 枪 尖 
和 Eppendoff 管 。 取 米粒 大 小 的 组 织 于 研 钵 ， 尽 量 研 
磨 组 织 使 其 成 冰冻 的 粉末 状 ， 保 持 液 氨 不 蒸发 完 
全 ， 用 小 勺 将 所 有 冰冻 粉末 加 入 到 1 mL 的 TRIzol 或 
















































































高 或 二 级 结构 较 多 的 mRNA 模 板 。 它 能 使 反 转 录 酶 
停止 后 ， 从 RNA 模 板 上 脱落 或 滑 过 RNA 的 loop 区 

(Malboeuf et al, 2001) 。MMOL/LLV 反 转录 酶 的 
RNase 五 突变 体 比 其 他 酶 能 够 将 更 大 部 分 的 RNA 
转换 成 cDNA (Kotewicz et al, 1988; Gerard et al, 
1992) ， 随 机 6 碱 基 窒 核 昔 酸 引物 这 一 最 不 特异 的 
引物 可 以 找 贝 全 长 mRNA (Compton T, 1990; Lee et 
al, 1990) ，Oligo(dT) 能 特异 与 绝 大 多 数 真 核 mRNA 
所 具有 的 3' 端 poly(A) 尾 配对 (Frohman et al, 1988 )， 
且 Cheng et al (2001) 从 正常 人 乳腺 组 织 中 提取 总 
RNA， 以 Oligo(dT) 为 引物 合成 cDNA 第 一 链 ， 然 后 
用 高 保 真 的 Platinum Taq DNA 聚合 酶 扩 增 出 长 2 
136 bp 的 人 乳 铁 蛋 白 cDNA。 我 们 总 结 建立 了 一 套 行 
之 有 效 基 因 表 达 分 析 及 克隆 的 实验 体系 ， 通 过 比 
较 ， 选 择 合适 的 反 转 录 酶 、cDNA 合 成 引物 及 DNA 
聚合 酶 并 且 优 化 实验 体系 , 进行 q9-RT-PCR 检 测 目 的 
基因 表达 以 及 长 片段 基因 克隆 。 我 们 新 建立 的 方 
法 ， 将 为 建立 相关 基因 表达 及 克隆 体系 提供 高 效 且 
经 济 的 选择 , 并 对 q-RT-PCR 研 究 基 因 表 达 及 进行 长 























































































































试剂 盒 中 配 的 裂解 液 中 ， 在 振荡 器 上 震荡 混 义 。 细 
胞 系 培养 于 含 10% 小 牛 血 清 DMEM (100 U/mL 青 
霉 素 , 100 U/mL 链 霉 素 ) 六 孔 板 或 25 cm 培养 瓶 中 ， 
至 生长 呈 对 数 期 ， 直 接 加 入 TRIzol 或 裂解 液 到 六 孔 
板 或 25cm 培养 瓶 中 ， 并 用 移 液 枪 反复 吹 打 混 匀 。 
改良 方法 : 提前 把 1mL 试 剂 盒 中 配 的 裂解 液 加 
入 到 用 0.1% DEPC 处 理 过 的 1.5 mL 离心 管 中 , 从 液 
氮 灌 中 取 米 粒 大 小 组 织 装 入 冰冻 的 研 钵 ， 并 加 入 少 
许 液 氮 到 研 钵 中 ， 尽 量 研磨 组 织 使 组 织 成 冰冻 的 粉 
末 状 ， 保 持 液 氮 不 蔡 发 完全 。 用 DEPC 处 理 的 1 mL 
吸 头 ,吸取 少 量 裂解 液 ( 保 持 吸 头 具 有 一 定 的 条 附 
能 力 )， 沾 取 少 量 粉 末 组 织 加 入 到 裂解 液 中 反复 吹 
打 使 裂解 完全 。 当 裂解 液 要 变 混浊 时 且 黏 稠度 合适 
时 ， 停 止 加 入 粉末 组 织 ， 以 避免 组 织 过 量 而 导致 
RNA 降 解 。 细 胞 系 培养 于 含 10% 小 牛 血清 DMEM 
(100 U/mL 青 霉 素 ，100UAmL 链 霉 素 ) 六 孔 板 中 ， 至 
生长 呈 对 数 期 ，37C 胰 酶 消化 1 min 左 右 ， 倒 置 显 
微 镜 观 察 消化 情况 ， 当 细胞 变 圆 ， 立 即 加 入 新 鲜 含 
有 血清 的 培养 基 ， 以 终止 消化 作用 。 制 成 细胞 悬 液 
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片段 基因 克隆 有 指导 作用 ， 也 为 基因 功能 研究 莫 定 
实验 技术 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 
(1) 标本 信息 




















人 新 鲜 肝 脏 组 织 标本 ， 采 和 集 后 


























10% 小 牛 血清 DMEM (100 U/mL 青霉素 , 100 U/mL 
链 霉 素 ) 六 孔 板 或 25 cm 培养 瓶 中 。 
(2) 主要 试剂 ”总 RNA 人 快速 提 取 试 剂 盒 











并 调整 细胞 数量 ， 细 胞 计数 使 细胞 总 数目 约 1 xX 
104 然后 加 入 到 15 mL 离心 管 中 ,300 g 离 心 10 min。 
弃 上 清 ， 轻 柔 阐 散 离心 所 得 细胞 ， 加 入 ITRIzol 或 裂 
解 液 剧烈 震荡 。 
1.2.2 RNA 的 检测 

(1) ”RNA 完整 性 的 检测 ” 取 RNA 样 品 2 pL， 
加 入 加 样 缓冲 液 ，60 ~ 70V 1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 
40min。EB 染 色 ， 北 胶 成 像 仪 检测 。 

(2) RNA 浓 度 及 纯度 分 析 ”使 用 无 RNA 酶 的 超 
纯 水 以 1 : 50 稀释 总 RNA 产 物 , 核酸 蛋白 分 析 仪 读 
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数 , 分 析 RNA 样 品 的 浓度 及 纯度 ,1.9 三 OD260/OD28o 
三 2.1 为 纯 RNA，OD260/OD2g0 宇 2.0 无 盐 污 染 。 
1.2.3 ”实时 定量 q-RT-PCR 

(1) 基因 组 DNA 消 化。DNA 消 化 : 5.0 pL 10X 
的 消化 缓冲 液 ，10 U 的 DNase 工 ，30U RNase 
inhibitor, 10 hg 硅 RNA 及 RNase-Free HO 补充 至 50.0 
WL。 上述 混合 物 在 37'C 嚼 育 30 min。 加 入 0.5 mol/L 
DEPC 水 处 理 的 EDTA 2.0uL， 于 65'C 凡 育 20 min， 
火 活 DNase]。 

(2) 反 转 录 。 取 所 4ng 的 总 RNA， 分 别 加 入 5.0 
hL 6 碱 基 随 机 引物 〈100 hmoML) 和 /或 0.5 pL 
oligo-dT(100 pmolL)， 充 分 混 匀 之 后 ，70'C 钱 育 5 
min， 立 即 置 于 冰 上 ，2 min 以 上 。 反 转录 : 5X 的 反 
转录 缓冲 液 , 2.5 nL dNTP (10 mmol/L each), 200 U 
的 反 转 录 酶 ，30 U RNase inhibitor。 置 于 42'C 或 37 
C 或 50C 孵育 60 min 以 上 , 85'C 5 min, 保存 cDNA 
于 一 20'C。 

(3) 实时 定量 PCR 将 反 转 录 得 到 cDNA 稀 释 
100 倍 ， 进 行 实时 定量 PCR。 扩 增 体系 50.0 pL: 
10xPCR 缓冲 液 ，1.25 U Jumpstart taq 酶 ，10 
pmolL 上 游 引 物 ，10 pmol/L 下 游 引 物 ，0.2mmol/L 
dNTP，2.0 LL 模板 cDNA， 和 0.2xSYBR Green， 样 
品 混合 后 于 定量 PCR 仪 上 (ABI 5700 型 ，Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) 反应 。 实 时 定量 
PCR 引 物 为 Symplekin-F ， 
5'-AAACGCATGTATGAGAAGGAGC -3' ， 
Symplekin-R, 5'-GCCAGGTAGAGGTACAGAC AC 
-3'; B-Actin-F, 5-CGGGAAATCGTGCGTGAC -3,, 
B-Actin-R, 5'- CAGGAAGGAAGGCTGGAAG -3'。 
循环 条 件 : 95C 预 变性 308，95C 变性 108，60'C 退 
火 延 伸 共 30s， 扩 增 共 40 个 循环 。 超 纯 水 作为 PCR 
的 阴性 对 照 , 每 个 样本 平行 检测 3 次 ，B-actin 作 为 内 
参 ， 结 果 使 用 相对 定量 2 人 ^ 人 ^%Y 方法 来 分 析 
symplekin (Kenneth et al, 2001)。PCR 产 物 于 3% 的 琼 
脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 产 物 单一 的 溶解 曲线 峰 及 琼脂 
糖 凝 胶 电 沪 单 一 条 带 为 特异 性 扩 增 。 

1.2.4 ”基因 克隆 

Symplekin mRNA 长 度 为 4188 bp， 编 码 框 大 小 
为 3 825 bp。 实 验 分 别 采 取 分 段 克 隆 以 及 完全 克隆 
的 方法 。symplekin 5' 端 克隆 引物 : F primer， 
5'-GGCGACGAACGGAAGATG-3', R primer， 
5'-TAGGCGTTGTACTCCTGGTAG-3'; symplekin 3' 
端 克 隆 引 物 : F primer:5'-AGGCCA- 
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GAGCCCATTATCC-3', R primer:5'-AAAGCACCC- 
GCAGGTCAA-3'; symplekin 全 长 编码 序列 克隆 引 
物 : F primer, 5-GAGCTGCGCTGACAGCAGCCA- 
3', R primer, 5-GAGCCCCGTCAGCTGTTCCCC- 
3'。 分 段 法 将 symplekin cDNA 分 成 两 个 片段 : 141 
~2134bp; 1 809 ~4148bp。 两 个 片段 重 辣 区 有 一 个 
Bam HI 酶 切 位 点 ， 而 在 cDNA 其 他 部 分 无 此 酶 切 位 
点 。 产 物 使 用 1% 琼 脂 糖 电泳 分 离 ,， 胶 回收 试剂 盒 回 
收 产物 ， 将 产物 克隆 至 T 载 体 上 。 酶 切 鉴定 后 ， 测 
序 。BamH I 分 别 酶 切 两 个 片段 ， 胶 回收 ， 然 后 连接 
两 个 片段 ， 扩 增 整个 全 长 cDNA， 最 后 酶 切 测 序 鉴 
定 。 用 Taq 聚 合 酶 、LA taq 聚 合 酶 、Prime Star 聚 合 
酶 和 P 名 聚合 酶 分 别 扩 增 symplekin S 端 、3' 端 ， 其 扩 
增 程序 为 : 95'C 预 变性 2 min，95C 变 性 30 s，60°C 
退火 30 s, 72C 延伸 150 s 或 4 min, 扩 增 共 35 个 循环 ， 
终 延伸 72'C 5 min。 用 Taq 聚 合 酶 .Prime Star 聚 合 酶 、 
LA taq 聚 合 酶 和 Pf 名 聚合 酶 扩 增 symplekin 全 长 编码 
序列 ， 其 扩 增 程序 为 : 95'C 预 变性 2 min，95C 变性 
30 s，60C 退 火 30 s，72'C 延伸 270 s， 扩 增 共 35 个 
循环 ， 终 延伸 72°C Smin。 


2 结 果 


2.1 总 RNA 提取 完整 性 及 均一 性 改善 

总 RNA 提 取经 过 改进 ， 其 质量 完整 性 和 均一 性 
得 到 明显 改善 。 琼 脂 糖 凝 股 电 泳 结果 表明 ， 采 用 传 
统一 步 法 获得 的 肝癌 组 织 和 肝癌 细胞 系 总 RNA 有 
降解 ，28S 和 18S 两 条 主 带 分 辨 不 清 (图 1) ; 采用 
改良 方法 获得 的 总 RNA 的 28S 和 185 两 条 主 带 清晰 ， 
无 拖 尾 降解 现象 发 生 (图 1) 。285 与 185 的 比值 接 
为 2 : 1, OD260/OD2go 比 值 为 2.0, OD260/OD280 宇 2.0。 
2.2 ”部 分 降解 的 组 织 RNA 及 细胞 RNA 仅 适 合 于 

q-RT-PCR 检测 mRNA 的 表达 水 平 

以 部 分 降解 的 HepG2 RNA、 肝 癌 组 织 RNA 和 
完整 的 HepG2 RNA、 肝 癌 组 织 RNA 相应 反 转 录 产 
物 为 模板 ， 进 行 q-RTPCR 检测 symplekin mRNA 
和 actin mRNA 的 表达 水 平 变化 。 结 果 显 示 部 分 降 
解 HepG2 RNA symplekin 3 次 q-RTPCR 的 平均 Ct 
值 为 27.21,B-actin 平 均 Ct 为 19.96, 部 分 降解 HepG2 
RNA ACF27.21 一 19.96=7.25( 图 2)。 完 整 HepG2 
RNA symplekin 3 次 q-RT-PCR 的 平均 Ct 值 为 24.8， 
B-actin 平均 Ct 值 为 17.34， 完 整 HepG2 RNA 
AC1=24.8 一 17.34=7.46 (图 2)。 部 分 降解 HepG2 
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图 1 改良 前 Hepg-2 肝癌 细胞 系 (B) 和 肝癌 组 织 (D) RNA 电泳 图 及 改良 后 Hepg-2 肝癌 细胞 系 (A) 和 肝癌 组 织 


























(CO)RNA 电泳 图 











Fig. 1 RNA electrophoresis of hepatocarcinoma tissues and Hepg-2(hepatocellular carcinomas cell line) before 


improvement and after Improvement 


1、2、3、4: HepG2 总 RNA (Total RNA of HepG2); 5、6、7: 肝癌 组 


子 量 标记 (marker)。 


B Ct=17.34 Ct=24.80 








T 下 
Ct=19.96 Ct=27.21 
图 2 9q -RT-PCR 定量 Symplekin 和 B-actin mRNA 
扩 增 曲线 
Fig.2 Amplification plot of symplekin and B-actin 
mRNA quantitated by q-RI-PCR 

完整 的 (A) 和 部 分 降解 的 (B) HepG2 RNA。 横 轴 代 表 循 环 数 ， 纵 轴 代 
表 菊 光 强 度 。 
Integrity (A) and partial degradation (B) HepG2 RNA. Horizontal axis 


























represents cycle number Longitudinal axis represents fluorescence intensity. 





RNA 定量 ACt 值 
非常 接近 。 
2.3 RNA 质量 、 反 转录 条 件 及 DNA 聚合 酶 对 长 片 
段 基因 克隆 的 影响 
分 别 比 较 了 2 种 反 转 录 酶 、2 种 cDNA 合成 引 
物 及 4 种 DNA 聚合 酶 对 长 片段 基因 死 隆 实 验 体系 
的 影响 。 经 过 比较 ，RNA 质量 完整 均一 时 ， 选 用 


与 完整 HepG2 RNA 定量 ACt 值 





























织 总 RNA (Total RNA of Hepatocarcinoma tissues); M: D2000 分 








RNase H 活性 较 低 ，cDNA 合成 长 度 10 kb 以 下 且 
价格 合理 的 M-MLYV 反 转 录 酶 逆转 ， 使 用 随机 6 碱 
基 守 核 苷 酸 引物 , 37'C 首 转 , 成 功 克 隆 了 Symplekin 
5' 端 ( 表 1); 使 用 Oligo(dT)，45'C 逆 转 ， 成 功 克 隆 
了 Symplekin 3' 端 ( 表 1); 使 用 Oligo(dTDJ)，45C 逆 
转 ， 成 功 克隆 Symplekin 全 长 ( 表 1)。 而 RNA 质 
量 差 时 ， 选 用 M-MLV 反 转 录 酶 逆转 ， 使 用 随机 6 
碱 基 寡 核 背 酸 引 物 ，37C 逆 转 ， 成 功 克 隆 了 
Symplekin 5' 端 ( 表 1); Symplekin 3' 端 
全 长 克隆 均 不 成 功 〈 表 1)。 

分 别 以 完整 性 好 及 完整 性 差 的 RNA 反 转 录 产 
物 为 模板 ， 使 用 Taq 聚合 酶 ，Pfu 聚合 酶 均 不 能 
隆 Symplekin 5' 端 、Symplekin 3' 端 和 Symplekin 全 
长 。LA taq 聚合 酶 与 Prime Star 聚合 酶 均 成 功 克隆 
了 Symplekin 5 端 、Symplekin 3' 端 和 Symplekin 全 
长 , 但 其 DNA 高 保 真 度 差异 较 大 ( 表 2)。 以 LAtaq 
聚合 酶 扩 增 得 到 的 Symplekin 5' 端 片段 长 度 为 1994 
bp， 经 过 测序 ，11 克隆 中 , 仪 有 1 个 克隆 序列 完全 
无 错 配 碱 基 ， 可 以 用 于 哺乳 动物 细胞 表达 实验 ; 以 
Prime Star 聚合 酶 扩 增 Symplekin 全 长 基因 , 其 序列 
长 度 为 3853bp, 得 到 的 克隆 中 , 每 4 个 克隆 中 仅 有 
1 个 克隆 发 生 碱 基 错 配 


3 讨论 


3.1 RNA 质量 的 改善 












































和 Symplekin 
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表 1 RNA 质量 、 反 转录 条 件 及 DNA 聚合 酶 对 长 片段 基因 克隆 的 影响 


Tab.1 Impact of RNA quality, reverse transcription condition and DNA polymerase 


on cloning of large fragment cDNA 



























































逆转 录 酶 项 目 lem RNA 质量 好 ” ”RNA 质量 差 
Reverse transcriptase Good RNA Bad RNA 
Symplekin5' 端 ， 随 机 引物 37C 逆 转 V V 
Symplekin3' 端 ，Oligo(dT) 45'C 逆转 ~ x 
M-MLV Symplekin3' 端 ，Oligo(dT) 42'C 逆转 x < 
RT Symplekin 全 长 ，Oligo(dT) 45'C 逆转 V x 
Symplekin 全 长 ，Oligo(dT) 42'C 逆转 x x 
SuperScript II Symplekin 全 长 ，Oligo(dT) 50'C 逆转 V x 
V: 使 用 扩 增 能 力 和 高 保 真 度 高 的 LA taq 聚合 酶 、Prime Star 聚合 酶 克隆 成 功 ，X: 使 用 Taq 
聚合 酶 、Pfu 聚合 酶 、LAtad 聚合 酶 、Prime Star 案 合 酶 克隆 均 不 成 功 。 


V: Having succeeded in cloning by using LA taq polymerase and prime star polymerase of high 





amplification ability and fidelity; X: Having Failed to clone it by using Taq polymerase, Pfu 


polymerase and LA taq polymerase. 


表 2 4 种 常见 DNA 聚合 酶 特性 的 比较 


Tab.2 Comparison of four common DNA polymerase 


DNA 聚合 酶 (DNA polymerase) 扩 增 能 力 Amplification ability 保 





Tadq 聚合 酶 Taq polymerase 
Pfu 聚合 酶 Pfu polymerase 
LA taq 聚合 酶 LA taq polymerase 


Prime Star 聚合 酶 Prime Star polymerase 





总 RNA 抽 提 是 应 用 RNA 进行 分 子 生 物 学 各 方 
面 研究 的 基础 ， 如 cDNA 文库 的 构建 、 实 时 定量 
RT-PCR、 基 因 克 隆 等 ， 而 RNA 质量 的 完整 性 和 均 
一 性 是 决定 这 些 实验 成 败 的 关键 。 以 往 “ 一 步 
法 ”(Chomcaynski et al，1987) 或 acid-guanidine- 
phenol-chloroform (AGPC ) 法 的 优点 是 有 强烈 的 蛋 
白 变性 剂 ， 它 能 强烈 抑制 材料 及 提取 液 中 的 RNA 
酶 的 活性 ， 收 获 的 非 降解 RNA 产量 大 、 纯 度 高 ， 
不 需 超速 离心 或 多 步 酚 -氯仿 抽 提 , 抽 提 时 间 大 大 缩 
短 ， 得 到 广泛 的 应 用 ， 并 有 成 熟 的 产品 (Trizol 等 ) 
供应 ， 是 最 常 使 用 的 方法 。 但 在 提取 组 织 时 ， 尤 其 
是 从 富 含 蛋白 质 组织 中 抽 提 RNA 时 ， 往 往 蛋 白质 
抽 提 不 净 ， 影 响 RNA 质量 ， 而 且 Trizol 试剂 价格 
昂贵 (Zhang et al, 2004; Li et al, 2002)。 在 传统 “一 
步 法 ” 抽 提 动物 组 织 总 RNA 的 基础 上 ，Zhou et al 
(2008) 通过 增加 抽 提 步 又 或 改进 了 提取 过 程 中 的 
部 分 操作 步骤 ， 使 总 RNA 与 细胞 DNA、 蛋 白质 、 
细胞 残片 等 干扰 总 RNA 质量 的 杂质 有 效 分 离 
(Zhou et al, 2008; Zhang et al, 2006; Wu et al, 2005; 
Yi et al, 2008; Cao et al, 2003)， 但 操作 步骤 越 多 , 多 
源 性 RNA 酶 导致 RNA 降解 的 几率 就 越 大 , 且 现 在 
试剂 盒 抽 提 效果 还 比较 稳定 ， 无 须 增加 大 的 步骤 。 
实验 容易 忽视 的 是 细节 上 的 操作 ， 如 组 织 过 量 会 释 













































































































































































































































































真 度 Fidelity 
十 十 十 
十 十 十 十 
十 + 十 + 十 
十 十 十 十 十 十 十 十 
放 内 源 性 的 RNA 


从 而 导致 RNA 降解 。 对 目 
RNA 提取 方法 。 通 过 吸 头 沾 














酶 而 TRIzol 或 裂解 液 加 入 不 足 ， 
上 ， 我 们 改进 肝癌 组 织 的 














解 液 ! 
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反复 吹 打 使 裂解 完全 
黏稠 度 合 适时 停止 加 入 粉 来 组 织 ， 以 避免 组 织 量 











RNA,， 依据 纪 



































取 少 量 粉末 组 织 加 入 裂 
， 在 裂解 液 要 变 混浊 时 























过 量 裂 解 不 完全 而 导致 RNA 降解 。 对 于 抽 提 细胞 























胞 的 数量 而 不 是 依据 培养 板 的 面积 来 


决定 所 加 入 的 裂解 液体 积 ， 以 避免 细胞 数量 过 多 而 

导致 RNA 降解。 通过 改进 RNA 抽 提 方法 , 总 RNA 

质量 完整 性 和 均一 性 得 到 了 明显 改善 。 

3.2 ”比较 不 同 完整 性 的 RNA 对 于 q-RT-PCR 及 长 
片段 克隆 的 可 用 程度 

q-RT-PCR 扩 增 的 片段 最 适 长 度 为 80 一 200 bp 


之 间 小 片段 。 我 们 发 现 完整 的 和 部 分 降解 的 组 织 细 
有 于 q-RT-PCR 检测 小 片段 mRNA 表 
明 RNA 虽然 降解 ， 但 不 能 降解 成 单 
个 或 几 个 核 背 酸 的 片段 ， 且 降解 存在 非 随 机 性 ， 因 
有 于 RNA 已 部 分 降解 的 标本 的 
[可 以 分 析 在 病理 变化 期 间 核 酸 量 
的 变化 。Lehmann (2001) 认 为 FFPE 组 织 提 取 的 
mRNA 大 多 断裂 为 短片 段 状 态 ， 平 均 约 200 bp 左 
右 。 最 近 的 报道 (Xiao et al, 2008; Jing et al, 2007) 








胞 RNA 都 可 月 
达 水 平 。 这 说 














此 ，q-RTPCR 仍 可 月 
mRNA 定量 ， 而 旧 






















































































叙述 了 从 保存 的 石蜡 包 埋 组 织 样品 分 离 和 精确 反 
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复 定量 mRNA 表达 水 平 以 及 MiroRNA (一 种 20 一 











Symplekin 5' 端 ， 但 Symplekin 3' 端 及 Symplekin 基 














25 核 苷 酸 的 小 RNA)， 且 MiroRNA 在 石蜡 包 埋 组 
织 样品 中 能 稳定 检测 到 ， 不 会 降解 ， 提 示 小 片段 的 
RNA 较为 稳定 ， 其 可 能 有 种 新 的 防 降解 的 机 制 。 
3.3 ”多 种 反 转 录 体 系 及 多 种 DNA 聚合 酶 在 克隆 4 
kb 的 全 长 cPDNA 中 的 效率 对 比 

3.3.1 反 转 录 体 系 的 选择 ”克隆 大 于 4 kb 的 cDNA 
片段 ， 除 了 RNA 质量 要 完整 均一 外 ， 反 转录 酶 的 
效率 .mRNA 的 复杂 二 级 结构 及 高 GC 含 量 和 cDNA 
合成 引物 的 选择 都 是 需要 考虑 的 重要 因素 ， 且 这 些 
因素 直接 影响 长 片段 基因 克隆 的 效率 。 

对 于 质量 完好 的 RNA， 本 实验 室 选 用 oligo-dT 
及 反 转 录 效 率 较 高 的 M-MLV 反 转 录 酶 道 转 。 
oligo-dT 能 特异 结合 mRNA 在 3' 端 poly(A) 

(Frohman et al，1988)， 所 以 只 有 mRNA 被 逆转 ， 

而 poly(A) 十 RNA 只 占 总 RNA 群体 的 1% 一 2%. 因 
此 , 逆转 得 到 的 cDNA 比 用 随机 6 碱 基 窦 核 并 酸 引 
物 时 在 数量 和 复杂 性 方面 都 要 小 并 易于 克隆 
Symplekin 全 长 。 由 于 Symplekin cDNA 3' 端 有 很 高 
的 GC 含量 ，M-MLYV 反 转 录 酶 最 高 耐 受 温度 为 45 
C,， 所 以 我 们 选用 45C 反 转录 Symplekin, 经 过 LA 
taq 聚合 酶 或 Prime Star 聚合 酶 扩 增 获得 Symplekin 
基因 3' 端 及 全 长 基因 。 在 实验 中 ， 对 于 相同 样本 的 
RNA, 在 其 余 条 件 均 相 同 的 条 件 下 , 使 用 42C 进 行 
反 转 录 得 到 的 产物 ， 无 法 扩 增 得 到 Symplekin 基因 
3' 端 及 全 长 基因 。 该 结果 提示 ， 在 使 用 oligo-dT 作 
为 反 转录 引物 时 ， 适 度 提高 反 转 录 的 温度 ， 有 利于 
有 具有 复杂 二 级 结构 且 GC 含量 高 的 mRNA 分 子 进 行 
反 转 录 ， 对 于 目的 基因 全 长 的 克隆 十 分 有 利 。 

随机 6 碱 基 窒 核 芽 酸 引物 能 够 非 选 择 性 地 反 转 
录 细 胞 内 所 有 RNA 分 子 ， 并 且 其 反 转 录 不 需要 特 
定 的 mRNA ployA 尾 。 这 对 于 检测 非 polyA RNA 分 
子 有 明显 的 优势 。 在 癌 组 织 RNA 提取 时 ， 由 于 肿 
瘤 细 胞 的 凋 亡 或 坏死 ， 难 免 产 生 降 解 的 mRNA 分 
子 , 随机 6 碱 基 朝 核 苷 酸 引 物 就 可 以 对 这 种 mRNA 
分 子 进行 较 好 反 转 录 。 本 实验 中 ， 对 比 了 经 过 随机 
6 碱 基 守 核 音 酸 引物 反 转 录 的 质量 好 、 部 分 降解 的 
总 RNA， 并 以 q-RT-PCR 检测 了 两 者 的 B -actin 及 
symplekin 的 表达 水 平 ， 实 验 结果 提示 部 分 降解 的 








































































































































































































































































































































































































因 全 长 则 无 法 扩 增 。 该 结果 提示 了 随机 6 碱 基 寡 核 
苷 酸 引物 在 反 转 录 质 量 较 差 的 RNA 分 子 时 的 重要 
作用 ; 同时 ， 也 证 明了 对 于 全 长 基因 的 克隆 ， 使 用 
高 质量 的 RNA 分 子 及 oligo-dT 引物 的 必要 性 。 
SuperScriptII 反 转 录 酶 RNase H 低 ， 反 转录 效率 更 
高 ， 更 容易 合成 EDNA 全 长 。 该 酶 热 稳定 性 高 ， 可 
在 更 高 温度 (50~60'C) 下 反 转 录 合成 EDNA， 从 
而 有 利于 具有 复杂 二 级 结构 、 高 GC 含量 的 RNA 
的 反 转 录 。 本 实验 室 选 用 oligo-dT 配合 SuperScriptII 
反 转 录 酶 , 使 用 50'C 反 转录 得 到 的 产物 亦 成 功 克 隆 
了 Symplekin 全 长 。 

对 于 克隆 类 似 Symplekin 基因 片段 在 4 kb 左右 
且 GC 含量 高 的 cDNA 片段 ， 我 们 建议 使 用 
SuperScriptII 反 转 录 酶 ， 这 种 酶 反 转 录 效 率 更 高 ， 
更 容易 合成 cDNA 全 长 ， 且 热 稳 定性 更 高 ， 可 在 
50 一 60C 下 反 转 录 合 成 EDNA， 从 而 有 利于 复杂 二 
级 结构 、 高 GC 含量 的 RNA 的 反 转 录 。 
3.3.2 DNA 聚合 酶 的 选择 ” Taq DNA 聚合 酶 由 于 
其 价格 便宜 且 耐 热 半衰期 足以 满足 常规 PCR 实验 
而 被 广泛 使 用 ,该 酶 的 扩 增 产物 末端 具有 A 尾 ， 可 
以 直接 应 用 于 T-vector 克隆 实验 。 然 而 ， 该 酶 在 长 
片段 基因 克隆 表达 时 ， 表 现 出 的 多 种 不 足 ， 例 如 : 
较 弱 的 聚合 活性 、 难 以 扩 增 高 GC 含量 的 片段 及 高 
保 真 度 差 等 难以 被 应 用 于 基因 的 克隆 表达 ( 表 2)。 

Pfu DNA 聚合 酶 尽管 拥有 最 高 的 聚合 保 真 度 及 
耐 热 半衰期 ， 但 是 ， 较 弱 的 聚合 活性 导致 其 对 于 具 
有 复杂 结构 的 长 片段 基因 克隆 无 能 为 力 ， 并 且 该 酶 
的 产物 为 平 末 端 ( 表 2)， 不 能 直接 应 用 于 T-vector 
克隆 实验 。 

LA taq 及 Prime Star DNA 聚合 酶 ， 具 有 非常 高 
的 聚合 活性 , 常用 来 扩 增 具 有 复杂 二 级 结构 的 DNA 
片段 。LAtad 聚合 酶 的 保 真 度 较 高 ， 对 于 1 kb 以 下 
的 DNA 片段 ， 可 以 保证 其 扩 增 产物 的 高 保 真 ， 且 
该 酶 的 扩 增 产物 为 混合 末端 ， 一 部 分 产物 本 身 具 有 
A 尾 〈 表 2)， 可 以 用 来 直接 进行 工 vector 实验 ; 但 
是 ， 本 实验 的 结果 表明 ，LAtaq 的 扩 增 2kb 以 上 的 
DNA 片段 ， 难 以 保证 扩 增 产物 用 于 真 核 表 达 实 验 。 
尽管 Prime Star 聚合 酶 的 活性 略 弱 于 LAtaq 聚 















































































































































































































































































































































































































































































































































RNA 通过 随机 6 碱 基 寡 核 蔡 酸 引物 反 转 录 , 其 产物 
对 于 考察 基因 表达 水 平 的 影响 ， 几 乎 可 以 忽略 不 
计 。 然 而 ， 以 随机 6 碱 基 窒 核 音 酸 引 物 反 转录 部 分 
降解 的 总 RNA， 其 产物 虽然 可 以 扩 增 获得 

































































合 酶 〈( 表 2);， 但 是 ， 其 高 保 真 度 可 以 媲美 Pty， 对 
于 长 片段 DNA 的 克隆 表达 实验 ， Prime Star 聚合 酶 
表现 出 了 其 无 可 替代 的 优势 。 
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